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Carbohydrate Deficient Transferrin (CDT) -spezifische Antikorper, ihre 
Herstellung und Verwendung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Antikorper, die in waftriger Losung selektiv an ein 
Transferrin-Homologes (CDT) binden, ohne daft dieses an eine teste Phase 
gebunden zu sein. braucht CDT ist dadurch gekennzeichnet, daft mindestens eine 
derzwei Oligosaccharidketten, die normalerweise an Asn 413 und/oder Asn 611 des 
Transferrins gebunden sind, ganz oder im wesentlichen ganz fehlen. 

Alkoholismus ist ein weltweit verbreitetes Problem. Es wurden in der Vergangenheit 
eine Reihe von diagnostischen . Testen entwickelt, urn Alkoholismus zu 
diagndstizieren. Die meisten dieser Teste sind jedoch nicht spezifisch fur die 
Erkrankung. Der bisher am weitesten entwickelte Test wurde von Makhlouf et al. in 
der EP-0 605 627 vorgestellt. Die darin offenbarten Antikorper reagieren spezifisch 
mit dem Transferrin-Homplogen „Carbohydrate Deficient Transferrin" (CDT), das bei 
Alkoholikern, nicht jedoch bei' Nicht-Alkoholikern gefunden wurde. Damit wurde es 
moglich, einen Immuntest aufzubauen, mit dessen Hilfe CDT in Alkoholiker-Seren 
nachgewiesen werden kann. Nachteilig ist bei diesem Test jedoch, dafi das 
nachzuweisende Antigen zunachst an eine Festphase gekoppelt werden mu(i, da die 
in der EP-0 605 627 offenbarten Antikorper nicht oder nur ungenugend an CDT 
binden, welches sich in Losung befindet. 1 

Es bestand somit die Aufgabe, den CDT-Nachweis in der Weise zu verbessern, daft 
der Direktnachweis von in Losung befindlichem CDT in einer Probe moglich wird und 
somit die Notwendigkeit der Koppelung des nachzuweisenden Antigens an eine feste 
Phase entfallt. 

■ - ■ 

Diese Aufgabe wurde uberraschenderweise durch Bereitstellung von Antikorpern 
gelost, die. in wafiriger Losung selektiv an CDT binden, ohne daft dieses an eine 
feste Phase gebunden zu sein braucht. Mit Hilfe von Epitop-Kartierungsexperimenten 
wurde festgestellt, daft erfindungsgemafte Antikorper, im Gegensa.tz zu Antikorpern 



aus dem Stand der Technik, an unterschiedliche Sequenzabschnitte des CDT 
gleichzeitig binden. Daraus wurde abgeleitet, dafi.es sich bei den von. 
erfindungsgemafien Antikorpern erkannten Epitopen urn diskontinuierliche Epitope 
handelt. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit einen Antikorper, der in wafiriger Losung 
selektiv an ein Transferrin-Homologes bindet, ohne dafi dieses an eine feste Phase 
gebunden zu sein braucht, wobei dem Transferrin-Homologen mindestens eine der 
zwei Oligosaecharidketten, die normalerweise an Asn 413 und/oder Asn 611 des 
Transferrins gebunden sind, ganz oder im wesentlichen ganz fehlen. Es wurde 
festgestellt, dali dieser Antikorper an die gemafi EP-0 605 627 hergestellten Peptide 
P1 oder P2 nicht oder im wesentlichen nicht bindet, wobei es unerheblich ist, ob die 
Peptide festphasengebunden oder in Losung vorliegen. 

Selektive Bindung bedeutet im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine ausreichend 
spezifische oder im wesentlichen spezifische Bindung, die eine deutliche 
Unterscheidung zwischen einem wie vorstehend definierten Transferrin-Homologen 
einerseits und Humantransferrin ahdererseits ermoglicht. 

Der Begriff „Festphase" oder „feste Phase" im Sinne der vorliegenden Erfindung 
beinhaltet einen Gegenstand, der aus porosem und/oder nicht porosem, in der Regel 
wasserunloslichem Material besteht und die unterschiedlichsten Formen aufweisen 
kann, wie z,B. Gefali, Rohrchen, Mikrotitrationsplatte, Kugel, Mikropartikel, Stabchen, 
Streifen, Filter- oder Chromatographiepapier, etc. In der Regel ist die Oberflache der 
Festphase hydrophil oder kann hydrophil gemacht werden. Die Festphase kann aus 
den unterschiedlichsten Materialien bestehen wie z.B. aus anorganischen und/oder 
aus organischen Materialien,. aus synthetischen, aus naturlich vorkommenden 
und/oder aus modifizierten naturlich vorkommenden Materialien. Beispiele fur 
Festphasenmaterialien sind Polymere wie z.B. Zellglose, Nitrozellulose, 
Zelluloseacetat, Polyvinylchlorid, . Polyacrylamid, vernetzte Dextranmolekule, 
Agarose, Polystyrol, Polyethyleri, Polypropylen, Polymethacrylat oder Nylon; 
Keramik; Glass; Metalle, insbesondere Edelmetalle wie Gold und Silber; Magnetit; 
Mischungen oder Kombinationen derselben; etc. Auch Zellen, Liposomen oder 
. Phospholipidvesikel, sind vom Begriff Festphase miterfafit. , 
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Die Festphase kann einen Uberzug aus einer oder mehreren Schichten aufweisen, 
' 2-.B. aus Proteinen, Kohlehydraten, lipophilen Substanzen, Biopolymeren, 
organischen Polymeren oder Mischungen hiervon, urn beispielsweise die 
unspezifische Bindung von Probenbestandteiien an die Festphase zu unterdrucken 
oder zu verhindern, oder urn beispielsweise Verbesserun'gen zu erreichen 
hinsichtlich der Suspensionsstabilitat von partikularen Festphasen, , der 
Lagerstabilitat, der formgebenden Stabilitat oder der Resistenz gegen UV-Licht„ 
Mikroben oder sonstige zerstorend wirkender Agenzien. 

Die vorliegende Erfindung betrifft aufierdem einen Antikorper, der selektiv an ein 
^ Transferrin-Homologes bindet, dem mindestens eine der zwei Oligosaccharidketten, 
die normalerweise an Asn 413 und/oder Asn 611 des Transferrins gebunden sind, 
ganz oder im wesentlichen ganz fehlen, wobei die Bindung im Bereich der folgenden 
Sequenzabschnitte (1 ) bis (4) des Transferrin-Homologeri erfolgt: 
[. . (1) VVARSMGGKEDLIWELL und 

(2) TTEDSIAKIMNGEADAMSLDGGF und 

•/ (3) SKLSMGSGLNLSEPN . und. 

' (4) YEKYLGEEYVKAV. : 

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin einen solchen Antikorper, dessen 
Bindung lediglich im Bereich yon nur ,drei oder von nur zwei der vo.rstehend 
genannten Sequenzabschnitte (1) bis (4) erfolgt. 

Gemafi einer bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei den 
erfindungsgemafien Antik6rpern,um monoklonale Antikorper. j ; 

it ' ■■ . ■ 

Ganz besonders bevorzugt sind die monoklonajen Antikorper, die von Zellkulturen 
produziert werden, welche bei der DSZM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig, Deutschland 
am 16. April 2002 (Tag des Eingangs bei der Hinterlegungsstelle) nach Budapester ' 
Vertrag wie folgt hinterlegt wurden: 




Zellkultur 01-102/01 Eingangsnummer: DSM ACC2541 

Zellkultur 98-84/011 Eingangsnummer: DSM ACC2540 

Erfindungsgemaft sind auch antigenbindende Fragmente, beispielsweise Fab- , Fab'- 
Fv- oder F(ab') 2 -Fragmente, die aus den vorstehend genannten erfinduhgsgemaften 
Antikorpern nach den jedem Fachmann bekannten Verfahren hergestellt werden 
konnen. - - 

Generell sind unter dem Begriff „Antik6rper" im Sinne dieser Erfindung nicht nur 
komplette Antikorper zu verstehen sondern ausdrucklich auch Antikorperfragmente, 
wie die bereits genannten Fab-, Fv-, F(ab') 2 oder Fab'-Fragmente sowie auch 
chimare, humanisierte, bi- oder oligospezifische, oder „single chain" Antikorper; des 
weiteren auch Aggregate, Polymere und Konjugate von Immunglobulinen und/oder 
deren Fragmenten, sofern die Bindungseigenschaften an das Antigen oder Hapten 
erhalten sind. Antikorperfragmente lassen sich beispielsweise durch enzymatische 
Spaltung von Antikorpern mit Enzymen wie Pepsin oder Papain herstellen. 
Antikorperaggregate, -polymere und -konjugate konnen durch vielfaltige Methoden 
generiert werden, z.B. durch Hitzebehandlung, Umsetzung mit Substanzen wie 
Glutaraldehyd, Reaktion mit immunglobulinbindenden Molekulen, Biotinylierung von 
Antikorpern und anschlieftende Reaktion mit Streptavidin oder Avidin, etc.. 

Bei einem Antikorper im Sinne dieser Erfindung kann es sich um einen monoklonalen 
oder um einen polyklonalen Antikorper handeln. Der Antikorper kann nach den 
ublichen Verfahren hergestellt worden sein, z.B. durch Immunisierung des Menschen 
oder eines Tieres, wie, z.B. Maus, Ratte, Meerschweichen, Kaninchen, Pferd, Schaf,. 
Ziege, Huhn (s.a. Messerschmid (1996) BlOforum, 11:500-502), und anschliefiender 
Gewinnung des Antisermns; oder durch die Etablierung von Hybridomazellen und 
der anschliefienden Reinigung der sekretierten Antikorper; oder durch Klonierung 
und Expression der Nukleotidsequenzen bzw. modifizierter Versionen davon, welche 
die Aminosauresequenzen kodieren, die fur die Bindung des naturlichen Antikorpers 
an das Antigen und/oder Hapten verantwortlich sind, 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist aufierdem ein Verfahren zur Herstellung 
eines erfindungsgemaften Antikorpers durch Immunisieren eines geeigneten 



Versuchstieres mit nichtglycosyliertem Transferrin, anschliefiendem Fusionieren der 
Milzzellen dieses Versuchstieres mit Myelomzellen, wobei antikorperproduzierende 
Hybridzellen entstehen und anschliefiendem Klonieren der hybridzellen und 
Selektieren eines solehen Hybridzellklons, der einen Antikorper produziert, der in 
wafiriger Losung selektiv an ein Transferrin-Homologes bindet, ohne dafi dieses an 
eine feste Phase gebunden zu sein braucht, wobei dem Transferrin-Homologen 
mindestens eine der zwei Oligosaccharidketten, die normalenA/eise an Asn 413 
und/oder Asn 61 1 des Transferrins gebunden sind, ganz oder im wesentlichen ganz 
fehlen; sehliefilich folgt die Gewinnung von Antikorpern aus dem solchermalien 
selektierten Hybridzellklon nach einem dem Fachmann bekannten Verfahren. 

Weiterhin ist ein Gegenstand. der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur 
Herstellung des Antikorpers durch Immunisieren eines geeigneten Versuchstieres mit 
nichtglycosyliertem Transferrin, anschliefiendem Fusionieren der Milzzellen dieses 
Versuchstieres mit Myelomzellen, wobei antikorperproduzierende Hybridzellen 
entstehen und anschliefiendem Klonieren der Hybridzellen und Selektieren eines 
solehen Hybridzellklons, der einen Antikorper produziert, dessen Bindung nach den 
Ergebnissen einer Epitop-Kartierung im Bereich der folgenden Sequenzabschnitte 
(1) bis (4) eines Transferrin-Homologen, dem mindestens eine der zwei 
Oligosaccharidketten, die normalerweise an Asn 413 und/oder Asn 611 des 
Transferrins gebunden sind, ganz oder im wesentlichen gahz fehlen, erfolgt: 

(1) - VVARSMGGKEDLIWELL und 

(2) TTEDSIAKIMNGEADAMSLDGGF , und 

(3) SKLSMGSGLNLSEPN und 

(4) YEKYLGEEYVKAV; 

schliefilich folgt die Gewinnung von Antikorpern aus dem solchermafien selektierten 
Hybridzellklon nach einem dem Fachmann bekannten Verfahren. 

Die vorstehend beschriebenen Herstellungsverfahren beinhalten die jedem 
Fachmann bekannte Hybridom-Technologie zur Herstellung monoklonaler 
Antikorper, wie sie erstmals im Jahre 1975 von Kohler und Milstein veroffentlicht und 
seitdem von zahlreichen Autoren modifiziert oder verbessert wurde. Obwohl diese 
Technologie haufig zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern aus Mausezellen 
verwendet wurdeni gibt es auch Publikationen, welche die Herstellung monoklonaler 



Antikorper anderer Herkunft beschreiben. Daruber hinaus sind auch Verfahren zur . 
Herstellung , von Antikorperkonstrukten bekanntgeworden, beispielsweise 
humanisierter oder bi- oder oligospezifischer oder chimarer Antikorper, die 
selbstverstandlich ebenso zur Herstellung erfindungsgemaSer- Antikorper 
herangezogen werden konnen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch einen Immunoassay zum Nachweis eines 
Transferrin-Homologen, dem mindestens eine der zwei Oligosaccharidketten, die 
normalerweise an Asn 413 und/oder Asn 611 des Transferrins gebunden sind, ganz 
oder im wesentlichen ganz fehlen, in einer Probe; dabei wird ein vorstehen 
besphriebener erfindungsgemafier Antikorper oder ein entsprechendes 
Antikorperfragment mit der Probe in Kontakt gebracht und anschlieliend die Bildung 
eines Immunkomplexes unter Beteiligung des Transferrin-Homologen .-quajitativ oder 
quantitativ bestimmt. 

Testkits zur Durchfuhrung eines vorstehend genannten Immunoassays, enthaltend 
einen erfindungsgemafien Antikorper oder ein erfindungsgemafies 
Antikorperfragment sind ebenso Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Die vorliegende Erfindung wird aufierdem durch die nachfolgenden Beispiele 
erlautert. Diese dienen ausschlieftlich der exemplarischen Beleuchtung einzelner 
Aspekte der vorliegenden Erfindung und sind keinesfalls als Einschrankung zu 
verstehen. 
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Beispiele 

Beispiel 1: Herstellung von Anti-Human-Transferrin-Sepharose 

Zur Affinitatsreinigung von Transferrin aus Humanseren (Normalseren und 
Alkoholiker-Seren) wurde ein Affinitatstrager durch.Kopplung von 120 mg Anti-human 
Transferrin (Dade Behring' Marburg GmbH,. Marburg, Deutschland) an 0,8 g CNBr v 
aktivierte Sepharose CL-4B hergestellt. . 

120 mg Anti-human Transferrin werden gegen 0,1M NaHCG) 3 -L6sung dialysiert 0,8 
g Sepharose CL-4B (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) 
werden mit 0,1 M NaHC0 3 -Losung gewaschen und unter Kuhlung mit 1,28 g 
Bromcyan gelost in 5 ml Acetonitril versetzt. Die Suspension wird unter Ruhren 15 
Minuten bei pH 11 und 4°C geruhrt. Anschliefiend wird die Suspension intensiv mit 
0,1 M NaHC0 3 -L6sung gewaschen. Die aktivierte Sepharose wird in 0,1 M NaHC0 3 - 
Ldsung suspendiert und mit der vorbereiteten Antikorperlosung versetzt und " 6 
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Dje so hergestellte anti-human Transferrin 
Sepharose wird mit phosphatgepufferter Kochsalzlosung pH 7,2 gewaschen und bis 
zur Verwendung in phosphatgepufferter Kochsalzlosung pH 7,2 + 1g/L NaN 3 
gelagert. 



Beispiel 2: Isolierung von Humantransferrin aus Humanserum (Normalserum 
^ und Alkoholjker-Serum) 



Zur Affinitatsreinigung von Transferrin aus Humanserum wird die unter Beispiel 1 
^ hergestellte Anti-Human-Transferrin-Sepharose in eine Glassaule gefullt und mit 
100ml phosphatgepufferter Kochsalzlosung pH 7,2 + 1g/L NaN 3 gewaschen. 10ml 
Humanserum (Normalserum. und Alkoholiker-Serum) werden mit einem F\uQ> von 0,5 
ml/Minute auf die Saule aufgetragen und die nichtgebundenen Proteine durch 
Waschen der Saule mit 50 ml phosphatgepufferter Kochsalzlosung pH 7,2 + 1g/L 
NaN 3 , 50 ml 1 M NaCI-Losung und 50 ml Wasser entfernt. Das gebundene 
Transferrin wir mit 50 ml 0,5 M Glycin-Losung dessen pH-Wert mit Salzsaure auf pH 
2,5 eingestellt wurde eluiert sofort durch Zugabe von festem Tris(hydroxymethyl)- 
aminomethan neutralisiert und gegen phosphatgepufferter Kochsalzlosung pH 7,2 + 
1g/L NaN 3 dialysiert. 



Beispiel 3: Nichtglycosyliertes Humantransferrin 

a) Rekombinantes nichtglycosyliertes Humantransferrin 

Die Herstellung von rekombinanten nichtglycosyliertem Transferrin erfolgt mit Hilfe 
ublicher gentechnologischer und molekularbiologischer Methoden und wird in Mason 
et-al. (1993) Biochemistry, 32: 5472-5479 beschrieben. ^ 

b) Enzymatische Deglycosylierung von Humantransferrin 

60 mg Humantransferrin (z.B. Fa. Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden, 
Deutschland) werden in 8 mi phosphatgepufferter Kochsalzlosung pH 7,2 mit 10 
miyi/L ETDA und 1 g/L (w/v) Natriumdecyl-sulfat (Fa. Fluka, Best.Nr: 71443) gelost. 
Die so vorbereitete Transferrin-Losung wird im Wasserbad auf 37°C erwarmt und 
180 Einheiten (3 Einheiten / mg Transferrin) N Glycosidase F (Fa. Roche, Best.Nr: 
1 3651 93) zugegeben. Der Ansatz wird 1 7 Stunden im Wasserbad bei 37°C inkubiert. 
Die Vollstandigkeit der Deglycosylierung wird mittels SDS-PAGE untersucht (Duan et 

al (1998) Applied Biochemistry and Biotechnology, 69: 217-224). 

• • ' • ) 
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Beispiel 4: Herstellung von monoklonalen Antikorpern gemali dem Stand der 

Technik 

Die Herstellung mdnoklonaler Antikorpern gemali, dem Stand der Technik erfolgte 
wie in der Patentschrift EP-0 605 627 B1 beschrieben durch Immunisierung mit 
transferrinspezifischen Peptidsequenzen P1 und P2. Es wurden die folgenden 
Hybrids / monoklonalen Antikorper erhalten: , 



Antikorperbezeichnung: 


Spezifitat: 


01-32/062 


anti-P1 . 


00-177/012 


anti-P1 


00-187/016 


anti-P2 


00-187/027 .. 


anti-P2 



Beispiel 5: Herstellung der erfindungsgemaflen, monoklonalen Antikorpern 



a) Immuhisierung von Mausen 

BALB/c Mause wurden jeweils mit 20 pg nichtglycosyliertem Transferrin in 
kompletten FreuncTschen Adjuvans intraperitoneal immunisiert. Nach 4 Wochen 
erfolgte ein Booster mit jeweils 20|jg nichtglycosyliertem Transferrin in inkompletten 
Freund'schen Adjuvans ( Fa. ICN Biomedical GmbH, Eschwege, Deutschland) und 
nach 8 Wochen mit jeweils 20 pg nichtglycosyliertem Transferrin ohne Freund'schen 
Adjuvans. Die letzten 3 Tage yor der Fusion wurden die Mause int raven 6s mit jeweils 
20 pg nichtglycosyliertem Transferrin geboostert. 

b) Fusion 

Nach dem Toten der Mause durch C0 2 -lnhalation wurden die Milzen entnommen 
und EinzelzeHsuspensionen in serumfreien Dulbeccos modifiziertem Eagle Medium 
(DMEM, Fa. CC Pro GmbH, Neustadt/W, Deutschland) hergestellt. Die Zellen 
wurden zentrifugiert (652 g) und 2 x in DMEM gewaschen. Anschlieliend wurde die 
Zellzahl mittels Trypanblau-Farbung bestimmt. Zu etwa 10 8 Milzzellen wurden 2x1 0 7 
Myelomzellen (Sp2/0) gegeben. Nach dem Zentrifugieren (360 g) wurde der 
Uberstand verworfen, 1ml Polyethylenglycol-Losung (PEG 4000, Fa. Merck Eurolab, 
Bruchsal, Deutschland; ca. 50%ig in DMEM) auf das Zellpellet gegeben und nach 
Resuspension 1 Minute bei 37°C inkubiert. Anschliefiend wurde tropfenweise ca. 10 
ml DMEM zugegeben und 2 bis 4 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
fusionierten Zellen wurden abzentrifugiert (326 g) und das Pellet in DMEM + 20% 
FKS (fotales Kalberserum, Fa. Biowithaker Europe, Verviers, Belgien) + HAT- 
Losung (Fa. CC Pro GmbH, Neustadt/W, Deutschland) resuspendiert und in 24 Well- 
Zellkulturplatten (Fa. Costar) abgefullt. Die ungefahre Zellkonzentration pro Well 
betrug 5x1 0 4 bis 5x1 0 6 Zellen. 

2 - 3 Wochen. spater wurden die entstandenen Zellkolonien (Hybride) entnommen 
und in neue Kulturplatten uberfuhrt. 

c) Bestimmung der Antikorperspezifitat 



Die Spezifitat der in die Zellkultur abgegebenen Antikorper wurden in einem ersten 
Testschritt mit Hilfe von immunisierungsantigen-beschichteten Mikrotitrationsplatten 
(Fa. Nunc, Typ B), Beschichtung 1 pg/ml ^ 0,015 (jgA/ertiefung, getestet. 

In jede Vertiefung der Mikrotitrationsplatte wurden 100 pi . Zellkulturuberstand 
(Verdunnung 1:2) pipettiert und 1 Stunde bei +15 bis +25°C inkubiert. Nach 
zweimaligen Waschen. der Platte mit Waschlosung-POD (OSEW; Fa. Dade -Behring, 
Marburg, Deutschland) wurd.en in jede Vertiefung 100 pi anti-Maus lgG/F(ab) 2 -POD- 

Konjugat (Fa. Dade Behring, Marburg, Deutschland) eingefullt und 1 Stunde bei +15 

* . . * . . . ■ 

bis +25°C inkubiert. Nach weiterem zweimaligen Waschen der Platte wurde in jede 
Vertiefung 100 pi Chrpmogen TMB-L6sung (Fa. Dade Behring, Marburg, . 
Deutschland) eingefullt und weitere 30 Minuten bei +15 bis +25°C inkubiert. Nach der 
Inkubation wurde in jede Vertiefung 100 pi Stopplosung POD (Fa. Dade Behring, 
Marburg. Deutschland) eingefullt und die Mikrotitrationsplatte am BEP II (Behririg- 
ELISA-Prozessor II, Fa. Dade Behring, Marburg, Deutschland ) bei 450 nm 
ausgewertet. 

In einem 2. Testschritt wurden die Hybride wie oben beschrieben uberpruft mit Hilfe 
vonh Mikrotitrationsplatten (Fa. Nunc, Typ B), die mit Humantransferrin (z.B. Fa. 
Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden, Deutschland) beschichtet waren v 
BeschichtungM pg/ml « 0,015 pgA/ertiefung. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 aufgelistet. 



Tabellel: Bestimmung der Antikorperspezifitat durch Auswertung der 
Mikrotitrationsplatten am BEP II (Behring-ELISA-Prozessor II) bei 450 
nm. 





Extinktion bei 450 nm 


nyui iuutjz.tiiui 11 lur ilj 


Nichtglycosyliertes 
Humantransferrin 


Humantransferrin 


98-22/026 (569) 


>2,5 


Negativ 


98-23/07 (45) 


>2,5 v , 


Negativ 


98-22/0104 (572) 


1,739 


Negativ 


98-84/011 (1) ■ 


>2,5 


Negativ 


01-102/01 (113) 


>2,5 


/■ • • 
Negativ 



Leqende: negativ = Extinktion bei 450 nm < 0,1; bei Verdunnung der untersuchten 
Hybride keine Abstufung des Signals 



d) Klonierung 

Einzelne Zellen von Hybriden, die die erfindungsgemafien Antikorper produzieren 
(Bindung an nichtglycosyliertes human Transferrin nicht jedoch an human 
Transferrin, wurden mit einem Mikromanipulator (Fa. Leitz, Wetzlar, Deutschland) 
kloniert. Die so erhaltene Klone 98-84/0 i 1 und 01-102/01 wurden am 16.04.2002 bei 
der DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 
, Mascheroder Weg 1b, Braunschweig, Deutschland, unter der Eingangsnummer 
DSM ACC2540 (98-84/011) und DSM ACC2541 (01-102/01 ) hinterlegt. \ 

e) Bestimmung der Antikorpersubklasse 

Die Subklasse der Antikorpers 98-84/011 und 01-102/01 wurde mittels IsoStrip™- 
Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit- der Fa. Boehringer Mannheim, 
Deutschland als \gG : fur 98-84/011 und 01-102/01 bestimmt. 

f) Produktion der Antikorper 



Fur die Produktion grofierer Mengen Antikorper werden die entsprechehden 
Zellklone in Rollerflaschen (Fa. Corning Costar Deutschland, Bodenheim) uberfuhrt^ 
und bis, zum gewunschteh Endvolumen bei +37°C expandiert. Danach wird die 
Rollerkultur-Suspension zur Entfernung der Zellen uber 0,22 pm filtriert. Die jetzt 
zellfreie Antikorperlosung wird uber Ultrafilter (Trenngrenze 30, 000 , Dalton) 
ankonzentriert und anschliefiend aufgereinigt. 

g) Reinigung der Antikorper 

Die erhaltene Antikorperlosung wird gegen 0,14 M Phosphatpuffer pH 8,6 
, umgepuffert und auf ein mit rProtein A Sepharose Fast Flow (Fa. Amersham 
Pharmacia) gefullte Chromatographipsaule aufgetrageh (pro 10, mg zu reinigender. 
Antikorper werden 1 ml rProtein A Sepharose Fast Flow eingesetzt). Alle nicht 
gebundenen Komponenten werden durch Waschen der Saule mit 0,14 M 
Phosphatpuffer pH 8,6 entfernt. Der gebunde Antikorper ^wird mit 0,1 M 
Zitronensaure pH 3,0 von der Saule eluiert und gegen 0,05 M Natriumacetat + 0,5 M 
NaCI + 0,05 M Tris + 0,01% Natriurtiazid pH 7,0 dialysiert. 

Beispiel 6: Bestimmung der Spezifitat der Antikorper fur 
festphasenqebundene Antigene: Vergleich erfiridungsgemaRer 
Antikorper mit Antikorpern gemaff dem Stand der Technik 

Die Spezifitat der .gewonnen Antikorper wurden mit Hilfe von a) nichtglycosyliertem 
Transferrin beschichteten Mikrotitrationsplatten (Fa. NQnc, Typ B), Beschichtung 1 
pg/ml « 0,015 pgA/ertiefung, b) human Transferrin beschichteten 
Mikrotitrationsplatten (Fa/Nunc, Typ B), Beschichtung 1 pg/mi ~ 0,015 pgA/ertiefung, 
c) Peptid P1 beschichteten Mikrotitrationsplatten (Fa. Nunc, Typ B), Beschichtung 3 
pg/ml « 0,045 pgA/ertiefung und d) Peptid P2 beschichteten Mikrotitrationsplatten 
(Fa. Nunc, Typ B), Beschichtung 3 pg/ml « 0,045 pgA/ertiefung, getestet. 

In jede Vertiefung der Mikrotitrationsplatte wurden 100 ul monoklonaier Antikorper (1 
pg/ml) pipettiert und 1 Stunde bei +15 bis +25°C inkubiert. Nach zweimaligen 
Waschen der Platte mit Waschlosung-POD (OSEW; Fa. Dade Behring, Marburg, 



Deutschland) wurden in jede Vertiefung 100 pi ahti-Maus lgG/F(ab)2-POD-Konjugat 
(Fa. Dade Behring, Marburg, Deutschland) eingefullt und 1 Stunde bei +15 bis +25°C 
inkubiert. Nach weiterem zweimaligen Waschen der Platte wurde in jede Vertiefung 
1 00 Jul Chromogen TMB-Losung (Fa. Dade Behring, Marburg, Deutschland) eingefullt 
und weitere 30 Minuten bei +15 bis +25°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde in 
jede Vertiefung 100 |jl Stopplosung POD (Fa. Dade Behring, Marburg. Deutschland) 
eingefullt und die Mikrotitrationsplatte am BEP II (Behring-ELISA-Prozessor II, Fa. 
Dade Behring, Marburg, Deutschland ) bei 450 nm ausgewertet. 



Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 aufgelistet. 



Tabelle2: Bestimmung der Antikorperspezifitat - durch Auswertung der 
Mikrotitratibnsplatten am BEP II (Behring-ELISA^Prozessor II) bei 450 



nm. 





Extinktion bei 450 nm 




Nicht- 

glycosyliertes 

human 

Transferrin 


Human 
Transferrin 


Peptid P1 


Peptid P2 


Antikorper 


Erfindungsgemafte 
Antikorper 

■ 


98-22/026 


1,578 


Negativ 


Negativ 


^Negativ 


98-23/07 


2,497 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


98-22/0104 


1,179 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


98-84/011 i 


>2,5 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


01-102/01 


2,432 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Antikorper aus dem Stand 
der Technik gegen Peptid PI , 


00-177/012 


1 ,063 ' 


i 

0,157 


>2,5 


Negativ 


01-32/062 


>2,5 


0,151 


>2,5 . 


Negativ . 


Antikorper aus dem Stand 
der Technik gegen Peptid P2 


00-187/016 


2,339 


Negativ 


Negativ 


>2,5 


00-187/027 

* 


>2.5 


Negativ 


Negativ 


>2,5 



Legende: negativ = Extinktion 450 nm < 0,1; bei Verdunnung des untersuchten 
Hybride. keine Abstufung des Signals. 

Die erfindungsgemafien Antik6rper zeigen nur eine Reaktion mit nichtglycosyliertem 
Transferrin, wobei die Antikorper aus dem Stand der Technik eine Reaktion mit dem 
jeweiligen Peptid und dem auf der Festphase gebundenen nichtglycosyliertem 
Transferrin zeigen. 



Beispiel 7: Bestimmung der Spezifitat der Antikorper fur Antigene in Losung : 

> ■ — ■ . . ■ - ■ ' 

Vergleich erfindungsgemafter Antikorper mit Antikorpern gemaG 
dem Stand der Technik 

Mikrotitrationsplatten (Fa. Nunc, Typ B), werden mit den erfindungsgemaften . 
monoklonalen Antikorpern und mit monoklonalen Antikorpern aus dem Stand der 
Technik beschichtet. Beschichtungskonzentration 1 pg/ml ^ 0,015 pgA/ertiefung. 

In die Vertiefungen der Mikrotitrationsplatte wurden 1 00 pi einer geometrischen 
Verdunnungsreihe beginnend bei 200 pg/ml von a) human Transferrin, b) 
enzymatisch deglycosyliertes human Transferrin, c) human Transferrin aus 
Normalserum und d) human Transferrin aus Alkoholiker-Serum pipettiert und 1 
Stunde bei +15 bis +25°C inkubiert. Nach zweimaligen Waschen der Platte mit 
Waschlosung-POD (OSEW; Fa. Dade Behring, Marburg, Deutschland) wurden in 
jede Vertiefung 100 pi Anti-Human-Transferrin-POD-Konjugat (Fa. Dade Behring, 
Marburg, Deutschland) eingefullt und 1 Stunde bei +15 bis +25°C inkubiert. Nach 
weiterem zweimaligen Waschen der Platte wurde in jede Vertiefung 100 pi 
Chromogen TMB-L6sung (Fa. Dade Behring, Marburg, Deutschland) eingefullt und 
weitere 30 Minuten bei +15 bis +25°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde in jede 
Vertiefung 100 pi Stopplosung POD (Fa. Dade Behring, Marburg. Deutschland) 
eingefullt und die Mikrotitrationsplatte am BEP II (Behring-ELISA-Prozessor II, Fa. 
Dade Behring, Marburg, Deutschland ) bei 450 nm ausgewertet. 
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LU 


Antikorper gemaft dem Stand der 
•Technik 


00-187/027 


2,500. 


2,500 


2,133 


1,134 


0,588 


0,320 

- 


0,183, 


Negativ* 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


00-187/016 


2,500 


2,193 


1,406 


0,714 


0,442 


0,233 

• 


0,133 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


01-32/062 


0,388 


0,262 


0,160 


0,104 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ j 


Negativ 


Erfindungsgemafte Antikorper 


01-102/01 


'1,773 . 


1,582 


1,570 


1,601 


CN 


1,238 


1,230 


. 0,880 


0,890 


0,722 


0,436 


98-84/011 


. 2,500 ■ 


2,500 


2,500 . 


2,500 


2,500 


2,500 


2,500 


2,500 


2,500 


2,500 


2,500 


98-23/07 


2,500 


2,500 


2,500 


2,500 


2,500 


2,500 


2,500 . 


2,500 


2,500 


2,500 


2,500 
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12,5 
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CN , 
CO 


3,125 


CO 

in 


0,781 


0,391 


0,195 




Antigen 


Nichtglycosyli 
ertes human 
Transferrin - 


Antikorper gemafi dem Stand der 
Technik ; 


00-187/027 ! 


0,553 


0,291 


0,170 


Negativ . 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


• 

Negativ . 


Negativ 


Negativ' 


00-187/016 


« CO 

o 

LO 

o" 


0,230 


4 0,123 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


■ Negativ 


Negativ 


Negativ 


01-32/062 


■ Negativ 


Negativ , 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 
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01-102/01 


0,137 


Negativ 


Negativ' 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


> 

Cn 

CD 


Negativ 


98-84/01 1 


in 

oi" 


«n 

CN 


ID 

cm" 


in 

CN 


in 

CN 


in 

CN 


1,880 


0,604 


0,407 


0,284 , 


0,169 


98-23/07 


o 

CO 


0,664 


0,541 


0,491 - 


0,320 


0,158 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


' Negativ 
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1,56 


0,781 
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Antigen 
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Transferrin 



II 
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*-*— » 
03 
CD 
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Extinktion bei 450 nm 


Antikorper gemafi dem Stand der 
Technik 


00-187/027 


.0,133 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


> 

ra 
o 

CD 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


00-187/016 


0,118 


Negativ 


Negativ. 


Negativ 


. Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


01-32/062 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ I 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


CD 
Q. 

c 

< 

CD 

E 

CO 

cn 

CO 
CO 

c 
c 
HI 


01-102/01 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


98-84/011 


LO 

cm" 


LO 

CM 


LO 

cm" 


LO 

cm" 


LO 

cm" 


LO 

cm" 


LO 

cm" 


LO 

cm" 


LO_ 

cm" 


1 ,676 


0,920. 


98-23/07 


0,508 


,0,660 


0,306 j 


0,252 


0,181 


0,101 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 




N E 

O O) 


o 
o 

CM 


o 
o 


o 

LO 


LO 
CM 


LO 

cm" 


6,25 


3,125 


1,56 


0,781 . 


0,391 


0,195 




Antigen 


human 

Transferrin 

aus 

Alkoholiker- 
Serum * 


Antikorper gemafi dem Stand .der 
Technik 


00-187/027 


0,192 


. 0,158 


0,111 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


CD 
O 

oo 

o 
o 


0,142 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ ■ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


01-32/062 


Negativ 

• 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ * 


Erfindungsgemafie Antikorper 


01-102/01 


0,188 


0,116 ■ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


98-84/011 


LO 
CM 


LO 
*m" 


LO 

cm' 


LO 

cm" 


lO 

cm" 


"»o 
cm" 


LO 

cm" 


1,234 


0,745 


0,450 


0,245 


98-23/07 


0,309 


. 0,229 


0,177 


0,141 ' 


0,100 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 


Negativ 
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0,391 . 
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Antigen 
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Transferrin 

Aus 
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Beispiel 8: Epitop-Kartierung 

Scans uberlappender Peptide, die aus der Sequenz des humanen Transferrins 
abgeleitet wurden (13-mere Peptide, 11 Aminosauren uberlappend), wurden mit 
Hilfe der SPOT-Synthese-Technologie hergestellt. Die Verfahren sind beschrieben 
in: Wenschuh, H. et al. (2000) Coherent membrane supports for parallel 
microsynthesis and screening of bioactive peptides, Biopolymers (Peptide 
Science), 55:188-206. Die Peptide wurden C-terminal an einen Cellulosetrager 
gekoppelt und tragen am N-Terminus einen Reaktivitatstag. Nach Abspaltung der 
Peptide von ausgestanzten SPOTs (96-weli Mikrotitrationsplatten) wurden sie auf 
aktivierte Glaschips gekoppelt. Das Inkubationsprotokoll fur diese Glaschips lautet 
wie folgt: 

»'■*■>■ ■ ■ . - - 

Monoklonale Antikorper qemaft dem. Stand der Technik 

• Aquilibrierung in TBS-Puffer, pH 8.0 

• 2 h Blockierungspuffer, pH 8.0 ' 

• 2 h Antikorperinkubation (3 pg/ml) in Blockierungspuffer, pH 8.0 

• Waschen mit TBS (0.05% Tween20) 

• 2 h Inkubation mit anti-Maus-lgG-POD in Blockierungspuffer, pH 8.0 

• 3x5 min Waschen mit TBS (0.05% Tween20) 

• Detektion mittels Chemolumineszenz (Lumilmager, Roche Diagnostics) 

ErfindunqsqemaRer Antikorper 98-84/01 1 

• Aquilibrierung in TBS-Puffer, pH 8.0 

• 2 h Blockierungspuffer, pH 8.0 

• 2 h Antikorperinkubation (3 pg/ml) in Blockierungspuffer, pH 8.0 

• 3 x 5 min Waschen mit TBS (0.05% Tween20) 

• Detektion mittels Chemolumineszenz (Lumilmager, Roche Diagnostics) 

Der erfindungsgemafie Antikorper wurde direkt mit Peroxidase markiert. Die 
Methode ist in der Literatur beschrieben: Wilson, M. B. and Nakane, P. K. (1978) 
Recent developments in the periodate method of conjugating harseradish 



peroxidase (HRPO) to antibodies, In: Immunofluorescence and Related Staining 
Techniques (Eds.: Knapp, W.; Holubar, K.; Wick, G.) pp. 215-224. 

Nach Auswertung der Unter'suchung ergeben sich fur die Antikdrper gemafi dem 
Stand der Technik die folgenden bindenden Peptide: 

Antikorper gemad dem Stand der Technik gegen Peptid 1 



1 . VL AENYNK S DNCE 

2. AENYNKSDNCEDT 

3. NYNKSDNCEDTPE 

4 . NKSDNCEDTPEAG 

Antikorper aus dem Stand der Technik gegen Peptid 2 

1. VHKILRQQQHLFG 
2: KILRQQQHLFGSN 

3 . LRQQQHLFGSNVT 

4. QQQHLFGSNVTDC 

5 . QHLFGSNVTDCSG 



Die erkannten Sequenzen sind identisch mit den zur Immunisierung eingesetzten 
Peptiden. • , < , 

Der erfindungsgemafie Antikorper 98-84/01 1 reagiert mit vier dominanten 
Sequenzabschnitten: 



1. WARSMGGKEDLI 

2 . ARSMGGKEDLIWE 

3. SMGGKEDLIWELL 

4. TTEDSIAKIMMGE . ' 

5. . SIAKIMNGEADAM 

6 . AK I MNGE AD AM S L 

7. . I MNGEADAM S LDG 

8 . - NGE ADAMS LDGGF 

9 . SKLSMGSGLNLSE 

10 . , LSMGSGLNLSEPN 

.11 . YEKYLGEEYVKAV 
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Der Bereich *1 . .- 3. befindet sich in der N-terminalen Domane des Transferrins , 
wahrend die Bereiche 4. - 8., 9.-10. und 11 . in der C-terminalen Domane liegen 
und ein diskontinuierliches Epitop darstellen. 
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Patentanspriiche: 

1. Antikorper, der in wafiriger Losung selektiv an ein Transferrin-Homologes 
bindet, ohne dali dieses an eine teste Phase gebunden zu sein braucht, 
wobei dem Transferrin-Homologen mindestens eine der zwei 
Oligosaccharidketten, die normalerweise an Asn 413 und/oder Asn 611 des 
Transferrins gebunden sind, ganz oder im wesentlichen ganz fehlen. 

2. Antikorper nach Anspruch 1, der an die gemaO> EP-0 605 627 hergestellten 
Peptide P1 oder P2 nicht oder im wesentlichen nicht bindet. 

3. Antikorper nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafi sein 
Bindungsverhalten entweder gegenuber festphasengebundenen oder in 
wafiriger Losung befindlichen Peptiden P1 oder P2 festgestellt wurde. 

4. Antikorper, der selektiv an ein Transferrin-Homologes bindet, dem 
mindestens eine der zwei Oligosaccharidketten, die normalerweise an Asn 
413 und/oder Asn 611 des Transferrins gebunden sind, ganz oder im 
wesentlichen ganz fehlen, dadurch gekennzeichnet, dafi die Bindung im 
•Bereich. der folgenden Sequenzabschnitte (1) bis (4) des Transferrin- 
Homologen erfolgt: 

■ (1) VVARSMGGKEDLIWELL und 

(2) TTEDSIAKIMNGEADAMSLDGGF und 

(3) SKLSMGSGLNLSEPN und 

(4) YErWLGEEYVKAV. i 

5. Antikorper nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafi die Bindung 
lediglich im Bereich dreier der Sequenzabschnitte (1 ) bis (4) erfolgt. 

6. Antikorper nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafi die Bindung 
lediglich im Bereich zweier der Sequenzabschnitte (1) bis (4) erfolgt. , 
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Antikorper nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dafi er ein monoklonaler Antikorper ist. 
■ . ■ ' . .- • ( . 

Monoklonaler Antikorper, der von der Zellkultur mit der 
Hinterlegungsnummer DSM ACC2540 produziert wird, 

Monoklonaler Antikorper, der von der Zellkultur mit . der mit der 
Hinterlegungsnummer DSM ACC2541 produziert wird. 

Antigenbindendes Fragment, herstellbar aus einem Antikorper gemafi 
einem der, vorhergehenden Anspruche 1 bis 9. 

Verfahren zur Herstellung des Antikorpers gemali Anspruch 1 durch 
Immunisieren eines geeigneten Versuchstieres mit nichtglycosyliertem 
Transferrin, Fusionieren der Milzzellen dieses Versuchstieres mit 
Myelomzellen, wobei antikorperproduzierende Hybridzellen entstehen, 
Klonieren der Hybridzellen und Selektieren eines solchen Hybridzellklons, 
der einen Antikorper produziert, der in wafiriger Losung selektiv an ein 
Transferrin-Homologes bindet, ohne da(i dieses an eine feste Phase 
gebunden zu sein braucht, wobei dem Transferrin-Homologen mindestens 
eine der zwei Oligosaccharidketten, die normalerweise an Asn 413 
und/oder.Asn 611 des Transferrins gebunden sind, ganz oder im 
wesentlichen ganz fehlen und Gewinnen von Antikorpern aus dem 
solchernhafien selektierten Hybridzellklon nach einem dem Fachmann 
bekannten Verfahren. 

Verfahren zur Herstellung des Antikorpers gemali Anspruch 4 durch 
Immunisieren eines geeigneten Versuchstieres mit nichtglycosyliertem 
Transferrin, Fusionieren der Milzzellen dieses Versuchstieres mit 
Myelomzellen, Vobei antikorperproduzierende Hybridzellen entstehen, 
Klonieren der Hybridzellen und Selektieren eines solchen Hybridzellklons, 
der einen Antikorper produziert, dessen Bindung nach den Ergebnissen 
. einer Epitop-Kartierung im Bereich der folgenden Sequenzabschnitte (1) bis 
(4) eines Transferrin-Homologen, dem mindestens eine der zwei 
Oligosaccharidketten, die normalerweise an Asn 413 und/oder Asn 611 des 
Transferrins gebunden sind, ganz oder im wesentlichen ganz fehlen, 
erfolgt: " . 

(1) VVARSMGGKEDLIWELL ' und 



(2) TTEDSIAKIMNGEADAMSLDGGF und 

(3) SKLSMGSGLNLSEPN und 

(4) YEKYLGEEYVKAV; , 

und Gewinnen von Antikorpern aus dem solchermalien selektierten 
Hybridzellklon nach einem dem Fachmann bekannten Verfahren. 

Immunoassay zum Nachweis eines Transferrin-Homologen, dem 
mindestens eine der zwei Oligosaccharidketten, die normalerweise an Asn 
413 und/oder Asn 611 des Transferrins gebunden sind, ganz Oder im 
wesentlichen ganz fehlen, in einer Probe, dadurch gekennzeichnet, dafi ein 
Antikorper gemafi einem der Anspruche 1 bis 9 oder das antigenbindende 
Fragment gemali Anspruch 10 mil der Probe in Kontakt gebracht und die 
Bildung eines Immunkomplexes unter Beteiligung < des Transferrin- 
Homologen qualitativ oder quantitativ bestimmt wird. 

Testkit zur Durchfuhrung eines Immunoassays gemali Anspruch 13 
enthaltend einen Antikorper gemafi einem der Anspruche 1 bis 9 oder das 
antigenbindende Fragment gemafi Anspruch 10. , 
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ZUSAMMENFASSUNG 



Carbohydrate Deficient Transferrin (CDT) -spezifische Antikorper, ihre 
Herstellung und Verwendung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Antikorper, die in waftriger Losung selektiv an 
ein Transferrin-Homologes (CDT) binden, ohne daft dieses an eine teste Phase 
gebunden zu sein braucht. CDT ist dadurch gekennzeichnet, daft mindestens eine 
der zwei Oligosaccharidketten, die normalerweise an Asn 413 und/oder Asn 611 
des Transferrins gebunden sind, gahz oder im wesentlichen ganz fehlen. 



